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an electron-withdrawing gp. chlorof ormate esters of formula C1COOR 
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N-substd. hydroxylamine . The reaction is effected at 0-100 deg.C in an 
anhydrous organic solvent in the presence of a 1 Supernucleophilic 1 amine 

(III) capable of forming reactive acylium salts, and opt. a strongly 
basic tert amine (IV) . More specifically, (Ila) and (lib) have R = 
succinimidyl , phthalimidyl 5-norbornene-2 / 3-dicarboxyimidyl or 
p-nitrophenyl . (lie) is prepd. by reacting COC12 with ROH. (Ill) is 
4-dimethylaminopyridine (DMAP) , 4-pyrrolidinopyridine (PPY) 
N-methylimidazole, diabicyclo (5,4,0) undecene (DBU) , 
4-morpholinopyridine or diazabicyclo (2,2,2) octane (DABCO) . (IV) is 
NEt3, N-methylmorpholine N,N-dimethylaniline, pyridine, picoline or 
N-methylpiperidine . 

USE /ADVANTAGE : The process is esp. useful for activating cellulose, 
polysaccharide, polyethylene glycol or polyvinyl alcohol supports for 
use in the biotechnology, chemical and pharmaceutical industries, 
scientific research and clinical analysis. The process introduces 
carbonate ester gps. under mild conditions, giving high degrees of 
activation using only small amts of (II) . @(12pp Dwg.No.0/0) 
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rfindungsanspruch: 

1 Verf ahren zur Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen polymeren Verbindungen und daraus 
' ae bildetenFestk6rperoberflachen,dadurchgekennzeichnet.daB das symmetnsche 
Kohlensaurediester der allgemeinen Formel RO-CO-OR Oder Chlorame.sensaureester der 
altememen Formel CI-CoV wobei der Re* R eine elektronenanziehende Gruppe darstel.t. 
qegebenenfalls Phosgen gemeinsam mit einem Phenol Oder einem N-subst.tu.erten 
Hvdroxvlamin, in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyliumsalzen befahigen 
^pern^pniten Aminen im Verha.tnis von 0,01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaured.ester 
und gegebenenfalls einem weiteren der Gruppe starker Basen zugehorenden tert.aren Am.n ,m 
Verhaltnis 0 1 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester in wasserf reien orgamschen 
LSsungsmitleln bef Temperaturen von 0 bis 100»C mit den hydroxylgruppenha.t.gen Polymeren 
bzw den daraus gebildeten Festkorperoberflachen umgesetzt werden. 

2. Ve^ahren nVch Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, daB die symmetrischer , Koh en-ured,ester 
mit hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkorperoberflachen in 
Gegenwartvon supernucleophilen Aminen und gegebenenfalls weiteren tert.aren Am.nen 

t VprfahSnnlch Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, daS die Chlorameisensaureester mit 
3> hy^lg^ 

von terpen carbonatbildenden Aminen und/oder supernucleophilen Am.nen zur Reakt.on 

4 Verfa a h^e7n e a r c d h Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, daB der fur die Polymeraktivierung 
" eingesetzte Chlorameisensaureester in Gegenwart des Polymers eus Phosgen undemem 
substituierten Phenol oder N-substituiertem Hydroxylamin , intermed.ar ^geb, del : und ohne 
Isolierung mit dem Polymer zur Reaktion gebracht wird und tert.are carbonatb.ldende Am.ne 
und/oder supernucleophile Amine als Reaktanden eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, daB als supernucleophHe Am.ne 
Verbindungen wie4-Dimethylaminopyridin (DMAP),4-Pyrrolid.nopyr.d.n (PPY). N- 
Methylimidazol, Diazabicyclol5.4.0]undecen (DBU), 4-Morpholinopyndin, 

Diazabicyclo[2.2.2joctan (DABCO) eingesetzt werden. s ».i„,i« m :„ 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5. dadurch gekennzelchnet, daB tert.are Am,ne ;^ T ^ n th p y ' a ( m ' r e 
N-Methylmorpholin,N,N-Dimethylanilin Oder andereheterocycl.sche Amine w.ePyr.d.n,Picoline, 

N-Methylpiperidin, bzw. supernucleophile Amine nach Anspruch 7 eingesetzt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 , 2, 5 und 6. dadurch gekennzelchnet, daB pro Mol sy^^^er 
Kohlensaurediester 0,01 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,2 bis ; 1 2 Mol ^^^ 9 ^^^ n und 
gegebenenfalls 0,1 bis 2,5 Mol tertiares Amin (bevorzugt 0,8 b.s 1 ,5 Mol) emgesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1. 3, 5 und 6, dadurch gekennzelchnet daB pro Mol 
Chlorameisensaureester 0,1 bis 2.5 Mol, vorzugsweise 0.8 bis 1 ,5 Mol carbonatb.ldendes Am.n 
und/oder 0,02 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,1 bis 0,5 Mol supernucleoph.les Am.n verwendet 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , 4. 5 und 6, dadurch gekennzelchnet daB bei einem Verhiltnls von 
Phosgen zu Phenol bzw. N-substituiertem Hydroxylamin von 1.0 zu 0.5 b.s 2,0 e .n E.nsatz von 
carbonatbildenden tertiaren Aminen von 1,0 bic 2,5 Mol pro Mol Phosgen und/oder 0,02 b.s 
2,5 Mol supernucleophiles Amin pro Mol Phosgen erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4. dadurch £t»kennzelchnet, daB in den zur Anwendung 
kommenden symmetrischen Kohlensaurediestern, Chlorameisensaureestern und Phenolen bzw. 
N-substituierten Hydroxylaminen der Rest R eine Succinimidyl-, Phlhal.rn.dyl-. 5-Norbornen-2,3- 
dicarboximidyl-, p-Nitrophenyl- und andere substituierte Phenylreste bedeuten kann. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet. daB die Temperatur be. der Zugabe der 
Losungen der Kohlensaurediester, Chlorameisensaureester bzw. des Phosgens und der 
anschlieBenden Reaktion zwischen 0 und 100°C, vorzugsweise 4 bis 60«C gehalten w.rd und der 
Umsatz nach 10 bis 120 Minuten abgeschlossen 'st. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, daB als Ldsungsm.ttel polare 
organischeVerbindungenwieAcetonitril.Dimethylsulfoxid.Tetrahydrofurar ^ ceton ' D, ^ a U M f o 
oder unpolare Verbindungen wie Benzen, Toluen u. a. oder halogems.erte Kohlenwasserstoffe w.e 
Chloroform. Methylenchlorid u.a. bzw. Gemische dieser Losungsmittel eingesetzt werden. 
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Anwendungsgebiet der Erfindung 

Die Erfir.dung betrifft die Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen polymeren Verbindungen und daraus gebildetsn 
Festkorperoberf lachen, deren Umsetzung mit nucleophilen Komponenten wie Aminen Oder SH-gruppenhaMgen Verbi ndungen 
zo N-substituierten Carbonaten bzw. Thiokohlensaure-0,S-diestern fuhrt. 

Anwcndungsgebiete sind die Biotechnologie, die chemische und pharmezeutische Industrie sowie die wissenschaftliche 
Untersuchung von Grundlagen und die Verfahrensentwicklung in diesen Industriezweigen und daruber hinaus die klinische 

Analytik. 



Jharakteristik der bekannten technischen Losungen 

Fur die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Matrices sind sehr viele Mdglichkeiten beschrieben worden (P.D.G.Dean, 
W.S.Johnson, F. A. Middle, Affinity Chromatography, JRL Press, Oxford, 1985; W.H.Scouten, Affinity Chromatography, John 
Wiley & Sons, New York, 1981). Nur wenige Methoden haben eine breite Anwendung gefunden. Die bisher dominierende 
Aktivierung mittels Bromcyan wird mehr und mehr durch moderne Methoden ersetzt, die die Nachteile (hohe ToxizitSt des BrCN, 
hohe Hydrolyseempfindlichkeit des aktivierten Trfigers, geringe chemische StabilitSt der durch Kopplung von NHj- 
gruppenhaltigen Liganden entstehenden Isoharnstoffderivate und deren unerwunschte positive elektrische Ladung im 
physiologischen pH-Bereich [kPa - 9,5)) der Bromcyanaktivierung teilweise oder ganz vermeiden. Charakteristisch fur moderne 
Aktivierungsmethoden ist das Erreichen hoher Kopplungskapazititen der Trager ohne Beeintrachtigung der strukturellen 
Eigenschaften (Porositat, mechanische Stabilitat. Quellverhalten, Gelbildungseigenschaften, Ldslichkeit usw.). 
Wesentlich ist weiterhin eine gute Lagerstabilitat der Trager bei gleichzeitig hoher Reaktivitfit der aktiven Gruppen (pH-Werte 
von 7,0-9,0, Raumtemperatur) gegenuber den zu bindenden nucleophilen Liganden. Die entstehende kovalente Bindung 
zwischen Matrix und Ligand soM chemisch sehr stabil sein, urn unter den Bedingungen der praktischen Anwendung eine 
vernachlassigbar geringe Abspaltung der Liganden von der Matrix zu erhalten. 

Diesen Anforderungen entsprechen in einigen Punkten die durch Umsetzung mit epoxigruppenhaltigen Verbindungen oder 
Carbonyldiimidazol erhfiltlichen - auch kommerziell verf ugbaren - aktivierten Tragermaterialien auf der Basis von Sepharose, 
modifizierten Kieselgelen, Acrylsauremischpolymerisaten, wie Epoxisepharose (Pharmacia), Reacti-Gcl iPierce), Eupergit 
(Rohm) und epoxiaktiviertes Kieselgel (Merck). 

Die derzeit besten Ergebnisse werden jedoch durch die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Trager mit 

Chlorameisensaureestern erzielt, wobei in die hydroxylgruppenhaltige Matrix sehr reaktive Oxycarbonylgruppen unter Bildung 
unsymmetrischer Carbonate (Kohlensaurediester) eingefuhrt werden. 

J- OH + CI-CO-OR -+ /- O-CO-OR 

- - - ? - -_ —j- 

J. Drobniket al. (Biotechnol. Bioeng. 24 [1982| 487) setzten Cellulose und Spheron mit N-Hydroxysuccinimidyl-, Trichlorphenyl- 
und p-Nitrophenylchlorameisensaureester in Dioxan ais Losungsmittel bei Temperaturen von 25 bis 65°C um und erreichten 
Kopplungskapazitaten biszu 2mMot/Gramm Cellulose. 

Ahnliche Ergebnisse orzielter. Wilchek und Miron (Biochem. Intemat. 4 (1982) 629) an Sepharose und Cellulose bei Umsetzung 
der Trager in Pyridin bei 4°C. 

Bei der Reaktion eines neuen Chlorameisensaureesters - N-(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid - werden mit 
hydroxy igruppenhaltigen Polymeren hohe Kopplungskapazitaten biszu 1 bzw. 1,2mMol/g Trager fur Perlcellulose und 
Sepharose bei einer Reaktionstemperatur von 70°C innerhalb von 4 bis 5 Stunden und einem Estereinsatz von 16-20mMol/ 
Gramm Trager erzielt (DD 219490, 6.3.1985) erreicht. 

Die Obertragung von Oxycarbonylgruppsn auf Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden durch Reaktion mit 
Chlorameisensaureestern wie tert.-Butoxycarbonylchlorid (Boc-CI) ist eine in der Peptidchemie haufig angewandte Reaktion zur 
Einfuhrung von Schutzgruppen. Anstelle der Chlorameisensaureester werden auch symmetrische oder unsymmetrische 
Kohlensaureester oder ein salzartiges Addukt aus Chlorameisensaureester und Dimethylaminopyridin (DMAP) (Guibe-Jampel, 
Chem. Commun. 1971 267) fur die Obertragung von Oxycarbonylgruppen auf die Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden 
erngesetzt. 

Boc-CI + DMAP — Boc-DMAP^d'-' 

Boc.DMAP^'CI^ + H 2 N-R > Boc.HN-R + DMAP 

-HCI 

Die Eignung des stabilen Tetrafluoroborats DM AP <+ * - CN BF^ zur Obertragung der Cyanogruppe auf die Hydroxylgruppen von 
Polymeren unter Bildung von Cyanaten wurde von Wilchek et al. (Meth. Enzymol. 104 [1984] 3-55) beschrieben. Die Reaktion 
fuhrt bei der Umsetzung von Sepharose zu Tragern hoher Kopplungskapazitat (bis zu 70uMol Cyanat/g abgesaugte Sepharose 4B). 
Die Reaktion von Chlorameisensaureestern mit Trisacryl wird nach Angaben von Miron und Wilchek (F»* Internat. Symp. 
Bioaffinity Chromat. and Related Techniques. Prague, 1985) durch Dimethylaminopyridin katalysiert. 

Die bisher bekannten Synthesen von Polymeren des Kohlensaurediestertyps J-O-CO-OR gehen von ChlorameisensSureestern 
oder symmetrischen Carbonater IWilchek, Miron, Appl. Biochem. Biotechnol. 11 (1985) 3, 191; Henklein et al. Patentschrift 
DD 219 190 (6 3. 1985]) aus. Der Nachteil dieser Verfahren besteht in der aufwendigen Synthese der Chlorameisensaure- oder 
Kohlensaurediester und den relativ gerin^en Umsatzraten zu aktivierten Tragern. So erfordert z. B. die Einfuhrung von 1 bis 
2mMol Oxycarbonylgruppen pro Gramm Cellulose etwa den lOfachen OberschuB an Chlorameisensaureester (Drobnik et at., 
Biotechn. Bioeng. 24 (1982) 487) und erhohto Temperaturen <65°C> bzw. bei Raumtemperatur lange Reaktionszeiten. 
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Ziel dar Erfindung 

2ie. d C r Erfindung ist es. symmetrische Koh.ensaurediester fur die Aktivierung ™ *vdroxy.grupp^^^^ und 
da'aus gebildeten Festkorperoberflachen (Matrices) durch Einfuhrung von Oxycar^nylorupper <- "^ R >^ ™ ,den 
Sonsbedingungen einzusetzen und die dafiir ben6tigten Koh.ensaured.ester-Mengen be, Erre.chung hoher 
Aktivicrungsgrade moglichst gering zu halten. 



Darlegung dea Wesens dar Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. die Reaktivitat symmetrischer Kohlensaurediester gegenuber 

O^SaCw^d^ - al-gemeinen Forrne. - "« « 

e'i^eX^^^^ 

supernucleophilen Aminen im Verhaltnis von 0.01 b,s 2.5 f n 7'" P ^°' Koh.ensaurediester 
Formk&rper (Perlen). Fasern. Gewebe. Folien oder Papier zur R "^ n ^l a ^ ^! r ^ n ccinim idyl- Phtha.imidyl-, 5-Norbornen- 

Amin/Mol Carbonat erzielt (Tab. 1 und Tab. 2). „ whMMtioe Anwesenheit starker 9asen wie 
Die durch das supernucleophile Amin DMAP vermittelte Reakt.on wird durch die O-e'chze t,ge Anwesenne a siar e 
TrfethyUrnin N.N-Dimethylanilin usw. nic it beeinfluBt (Tabelle 1). Da aoch die supernucleophjlen_ Am.ne m sehr kle.nen 
wlngen "ur ge inge Wirk.amk.it haber , i,egt keine echte katalytische Wirkung der Am.ne vor (Taben 3 
Das optimal. : molare Verhaltnis von symmetrischem Kohlensaured.ester zu nucleoph,.em Am.n ,m H.nbl.ck auf d.e Erz.e.ung 
einer hohen Kopplungskapazitat liegt bei 1,0 bis 5.0. .„ M .,h.it!„»n Pnlwmeren in Geaenwart 

CelluloseschonnachlOMinuienabgeschlossen. . KnnnlunnskaDazitaten besonders 

Die S S n y a ntn h ese und Reindarste.lung der fur die Po.ymeraktivierung eingesetzten symmetrischen ^^^^^J^ 
einfache Weise umgangen warden, denn eine groBe Z.hl von Chloremeisensaureestern reag.ert «n G^enwart _tert.arer Am.ne 
wie Tri.thyf.min. N-Methylmorpholin. N.N.Dimethy.anilin. Pyridin. Dimethy.am.nopyndm u.a. zu symmetr.schen 

Ee^lS 

Ch.orameisensaurees.ern. einem tertiaren Amin und einem der -J-*""^"""^ V °" 
svmmetrischen Kohtensaurediestern mit hydroxylgruppentragenden Verbindungen geeignet smd (Tat). 7). 
EsTSst sPch a^zweckmaBig. einen geringen mo.aren OberschuG an corbonat M 
Chlorameisensaureester einzusetzen. Das supernucleophile Am.n kann ,n e.nem Verhaltn.s vor ' 0 °1 b.s 1 Mo. i p « a mo 
Chlorameisensaureester varWcr. werden. wobei hoherer Amineinsatz eine deutl.che Ste.gerung der Kopplungskapaz.tat bew.rkt 



(Tabelle 8). 
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Auch die Erhohung des Chlorameisensaureestereinsatzes bewirkt eine Zunahme der Kopplungskapazitat, wie aus Tabelle 9 
ersichtlich wird. Wie bei der Reaktion der Kohlensaurediester beobachtet. ist beim Einsatz der supernucleophilen Amme die 
Reaktion bei Temperaturen von 4 bis 25°C inncrhalb von 20 bis 30 Minuten beendet. Nur wenig reaktionsfahige Polymere 
erfordern hdhere Temperaturen (bis 60°C) und Reaktionszeiten von 1 bis 2 Stunden. 

Die Aktivierung mittets Chlorameisensautoester ist auf unterschiedliche Gruppen hydroxylgruppenheltiger Polymere 
anwendbar (s. Tab. 10). Die Eignung verschiodener, supernucleophiler Amine zur Erzielung hoher bis sehr hoher 
Kopplungskapazitaten wird durch die Ergebnisse in Tabelle 1 1 gezeigt. 

Wird die Umsetzung von Chlorameisensaureestern mit hydroxylgruppenhaltigen Tragern ausschlieBlich mit einem 
supernuc^ophilen Amin wie Dimethylaminopyridin, durchgefuhrt, wird bei den oben beschriebenen ger.ngen Amine.nsatzen 
von 0,01 bis 0,05 Mol pro Mol Chlorameisensaureester bei Raumtemperatur nur eine sehr geringe Steigerung gegenuber der 
Reaktion ohne Zusatz dieser Amine verzeichnet (Tab. 7). - 

Wird das supernucleophile Amin jedoch in einem molaren UberschuBgegenuber dem Chlorameisensaureester eingesetzt, lautt 
die Reaktion in gleicher Weise wie in Gegenwart anderer stark basischer carbonatbildender tert. Amine mit geringer Nucleophil.e 
ab, d.h. daB das supernucleophile Amin sowohl die Bildung des symmetrischen Kohlt isSurediesters als auch dessen Reaktion 
mit dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer bewirkt. 

Fur die Aktivierungsreaktion mit Chlorameisensaureestern sind die gleichen wasserf reien Losungsmittel verwendbar, die fur die 
Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern mit hydroxylgruppenhaltigen Polymeren Anwendung finden. 
In Kenntnis der Bildung von Chlorameisensaureestern aus Phenolen bzw. substituierten Hydroxylaminen - durch Reakt.on m,t 
Phosgen in Gegenwart von tertiaren Aminen wie Triethylamin. N,N-Dimethylanilin, N-Methylmorpholin u. a. ist es ebensogut 
moglich, die oben geschilderte Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren auch unter Umgehung der 
Chlorameisensaureesterisolierung durchzufuhren. 

Dazu wird ein Gemisch aus dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer, supernucleophilem Amin, und gegebenenfalls einem 
weiteren tertiaren Amin und einem substituierten Phenol oder N-substituierten Hydroxylamin mit Phosgen umgesetzt. Durch die 
Wirkung der Kombination dieser Amine wird sehr schnell eine Reaktionskette mit der intermediaren Bildung von 
Chlorameisensaureester und symmetrischen Kohlensaurediester durchlaufen, der s* : nerseits mit Hilfe des supernucleoph.len 
Amins die Ubertragung der Oxycarbonylgruppe auf das Polymer bewirkt. 

Diese Reaktionsfuhrung hat den Vorteil, biMtge, kommerziell erhSltliche Ausgangsstoffe fur die Einfuhrung von 
Oxycarbonylgruppen in hydroxylgruppenhaltige Matrices unter sehr schonenden Reaktionsbedingungen zu verwenden. 
Der okonomische Vorteil dieser Verfah re ns weise besteht daruber hinaus darin, daB die bei der Synthese von 
Chlorameisensaureester oder Kohlensaurediestern auftretenden Ausbeuteverluste vermieden werden, und die bithgen 
Ausgangsprodukte Phosgen und Phenole oder substituierte Hydroxylamine in hoher Ausbeute als Oxycarbonylgruppe in die 
Matrix eingefuhrt werden. 

Tabelle 1 2 zeigt die Ergebnisse der Aktivierung von Perlcellulose in Abhangigkeit von den eingesetzten Mengen an Phosgen- und 

N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboximid. . 

Die Einfuhrung unterschiedlicher Abgangsgruppen in Cellulosecarbonate vom Typ Cell-CO-OR (R = N-Hydroxysucc.mm,dyl -. 
p-Nitrophenyl-. N-Hydroxy-5-norbornen-2.3-dicarbcximidyl-> durch Reaktion von Phosgen und den entsprechenden 
Hydroxytverbindungen (Phenol, brv. N-substituiertes Hydroxylamin) kann als allgemein anwendbare Reaktion zur AKt.v.erung 
von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren angesehen werden (Tab. 1 3). 

Das Ziel der Erfindung, ein einfaches und okonomisches Verfahren zur Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf 
hydroxylgruppenhaltige Matrices mittels svmmetrischer Kohlensaurediester, ist im wesentlichen durch das folgende 
erfindungsgemaBe Merkmal erreicht worden: Die reaktionsbeschleunigende Wirkung von supernucleophilen Am.nen auf die 
Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Matrices durch Ubertragung von Oxycarbonylgruppen aus symmetrischen 
Kohlensaurediestern und deren Bildung aus Chlorameisensaureestern durch Einwirkung von tertiaren Aminen wie z. B. 
Triethylamin usw. 

Die Kombination von carbonatbildenden Basen und supernucleophilen Aminen ermoglicht den Einsatz von Phosgen und 
N-substituierten Hydroxylaminen bzw. Phenol oder von Chlorameisensaureestern als Mittel zur Ubertragung von 
Oxycarbonylgruppen anstelle der meist schwerer zugSnglichen symmetrischen Carbonate. 

Im Vergleich zur direkten Umsetzung von Chlorameisensaureestern oder symmetrischen Kohlensaurediestern gestattet der 
Einsatz der supernucleophilen Amine eine Herabsetzung der Reaktionstemperatur auf 4 bis 25°C und eine Verkurzung der 
Reaktionszcit auf 10 bis 20 Minuten. Bei Temperaturen von 50 bis 60°C werden auch wenig reaktionsfahige Polymere in hohrr^ 

MaBe aktiviert. . _ . 

Die milden Reaktionsbed'.ngungen gestatten auch die Aktivierung von wenig strukturstabilen Polymeren w.e Sepharosen of- 

Polymerfitmen. 

Der im Vergleich zu bekannten Verfahren hohe Umsatz der Reagenzien (bis zu 80-90%) und der Einsatz billiger Rohstoffe 
bewirken eine v/esontfich verbesserte Okonomie des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Aktivierung von 
hydroxylgruppenhaltigen Matrices. Die Anwendung der erfindungsgemaB hergestellten aktivierten Matrices wurde am Beispirl 
der Kopplung von Aminen wie aliphatischen Diaminen oder Polyaminen von Proteinen wie Concanavalin A, Ovomucoid, 
Ovoinhibitor u.a. sowie Enzymen wie Glucoseoxidase, Meerrettichperoxidase und Trypsin oder Immunoglobuline und 
Antikorper sowie ihren Einsatz als Affinitatsadsorbens oder tragerfixiertes Enzym uberpruft. Die Kopplung von Nucleinsauren an 
feste Trager wie Cellulose, Sepharose, Fractogel usw. ergibt Affinitatstrager, die zur Reinigung von DNA- und RNA Polymerasen 
Kinasen. Nucleasen usw. geeignet sind. Bei der Reaktion der aktivierten Trager mit SH-gruppenhaltigen Verbindungen entstchc"> 
in glatter Reaktion Thiokohlensaiire O,S-diester, wie am Beispiel der Reaktion von aktivierter Perlcellulose m.t Th.oalkohol urd 
Thiophenol gezeigt werden konnte. 
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Ausfuhrungsbeisplele 

founder Beispiele erlautert werden: 

o°twi».n. tin Volume P.rtce M""™"* SJ^SwSEnlSL .i °M Mr «in.r AcetonKto-g »»" 

Gramm wasserfreier Cellulose. Uv/Hmlvse des aktivierten Tragers mit 0,1 N NH 4 OH und 

(c = 6.4- itfMor'cm ')• 

^SS'ufoIe wurdo analog Beispie. 1 aktiviert. s. Tab. 1 . Versuch Nr. 9. 1 1-1 6. 
JS'utose 1 wurde ana.ofl Beispie. 1 aktiviert. s. Tab. 2. Versuch Nr. 1^1. 

TE££* wurde gemaB Beispie. 1 durchgefuhrt. s. T.b.3. Versuch Nr. 1-3. 
E222L. wird wie ,n Beispie. 1 

Acetonitri. von anhaftendem Aceton ^^^^S^SSSLn Schutte.n innerha.b von 20 bis 60 Minuten be, 
versetzt. Die Umsetzung m.t 40pMol CO<ONB),/ml CelUjIOM iw.ro it i ft Acetonitril wird zur Erm.ttlung 

sssssrr^^ Bi ~ hem - 129 119831 durch 

G-VC'"- Trinitrobenzo.su.fonsaure erm.tte.t. 
Kopplungskapazitat: 515pMol Glycin/g trockene Sepharose. 

Beispie. 16 bis 17 . . ... . # H _„ in Tabelle 4 Versuch Nr.3 und 4. aufgefuhrten 

Entsprechend dem Beispie. 15 wurde die Aktiv.erungsreakt.on m.t den m Tabelle 4. versu 

Losungsmitteln vorgenommen. 

Beispiel 18 rawi . rhon c t«iaenden Acetongehalts und wasserfreiem Aceton 

Sepharose C.-4B wird stufenweise mit W^^^J^tSiSiin versetzt. in dem 48pMo. 
entwassert. Ein Volumen wasserfreier Sepharose CI-4B w rti m. s.nem ^ f 15 . c ond leichtem 

betragt 640|iMol/g trockene Sepharose. 



^etTab'T.ufgefuhrten Po.ymere wurden ana.og Beispie. 1 aktiviert. s. Versuch Nr.7. 9 und 10. 
SSCS-n. von Po.vethv.eng.vko. 1 500 wird durch 

4.4 mg DMAP in 3 ml Aceton bei Raumtemperatur durchgefuhrt^Nach e.ner Reakt.onsze.t o 
Ather ausgefa.lt. Der Carbonatgeha.t des Produktes betragt 213uMo./g. 

ESSE. an. W B.I.P.. — - — C,bon.« *■ ™.«. v.-sucr. 



Nr. 1-3. 
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SSulosc wird in der in Beispiel 1 beschriebenen Weiso entwSssert und in wasserfreiem Oioxan aufgenommen. 
^^m^Z«f^^wlIrfSa?CelhiloM wird ein Volumen Oioxan hinzugefugt. in welchem 2.6mMol Tnethylam.n und 
j^SE SSX^ Gramm uock.ner Ce.lu.ose ge.ost sind. Bei in 
e il - mLi* h.a nortinnsweise Zuoabe von 2 1 mMol N.(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarbox.mid ICICOUNS), geiost in 
^ Volu^ 20 Minuten iat die Reaktion beendet. die uberstehende F.ussigkei, w.rd von der 

Ce'lulose abgesaugt und der aktivierte Trager ausgiebig mit Oioxan gewaschen. 

Der Substitutionsgrad der aktivierten Cellulose betragt 400uMol Carbonat pro Gr.mm trockene Cellulose. 



Ini'J^chSd Beispiel 26 wurde die Aktivierung von Perlcellulose vorgenommen. s. Tab. 7. Versuch Nr. 3-7. 
SJISvSJJb von Perlce.lu.ose wurde. wie untcr Beispiel 26 beschrieben. durchgefuhrt. s. Tab.8. Versuch Nr.2-4. 

mit unterschied.ichem Chlorameisensaureester-Eins.U wurden analog Beispiel 26 durchgefuhrt. s. Tab.9, 
Versuch Nr. 1-3- 



D^Aktivierung verschiedener Polymere wurde ont*prochend Beispiel 26 vorgenommen. s. Tab. 10. Versuch Nr. 2. 3. 5-9. 

Se Aki e ivte 5 rung wasser.os.icher Polymere. die in Ace.on Oder Oioxan un.6s.ich sind. wird analog Beispiel 26 durchgefuhrt. wobei 
Seh die Sdung von Pyridin anstelle von DMAP als vortei.hafl erweist. s. Tab. 10. Versuch Nr. 10 und 1 2. 

Gramm Trockensubstanz, s. Tab. 10, Versuch 11. 

;ml?in ! e?syn«he.ischen hydroxylgruppenha.tigen Po.ymers (p.rtiku.ares Mischpolyrisa, Acry|n:tri, ^ ^^^l^ 
warden in 3 ml wasserfreiem Pyridin. dem 4.5 mg Dimethy.aminopyridin wurden. "^^^.wSSiS ^ 

mit 300 mg N-(Chlorcarbor lV loxy;-5-norbornen-2.3-dicarboximid umgeset*. N.ch Abtrennen .^berstands. Waschen m 
Aceton und Entfernen des Acetons im Vakuum erhalt man den aktivierten Trager in wasserfre.er uonr wurde die 

OurcS Hydrolyse in waBriger Ammoniak.csung und spektra.photometrische Bestimmung des f re.gcsetzten HONB wurde d,e 
KopolungskapazitStzu 94 pMol-COONB/Grsmm Trockensubstanz erm.tte.t. 

P^HrpHutosB wird wie in Beispiel 1 beschrieben. entwassert und in wasserfreiem Aceton aufgenommen. 
^n Volumen ^atmem tort. : c5 u.ose wird mit 1 Volumen Aceton, in dem 40p.!v1o. N-Methylimidazol/m. entha ten s.^^md 
SSX^ImSS^W und bei Raumtemperatur portionsweise 2.1 mMo./m. ^^^^^^Si 
gel6st in einem Volumen Aceton. versetzt. Zehn Minuten nach Beendigung der Reagenzzugabe be, ^^aZ^cZT^nn 
Reaktion durch Ab.rennung des Uberstandes gestoppt. Die Cellulose wird auf der F "«*™"'^™£a™2 
stufenweise in die waBrige Phase Oberfiihrt und die Kopp.ungskapaz.tat durcn hydrolyt.sche Abspaltung und 
spektralphotometrische Bestimmung von HONC ermittelt. 
Ergebnis: 602uMol -CD-ONB pro Gramm trockene Perlcellulose. 

^gle!cne?vSise wie unter Beispiel 49 beschrieben. wurde die Eignung weiterer supernuc.eophi.er Amine fur die Aktivieruno 
von hydroxylgruppenhaltiger. Polymeren getestet, s. Tab. 11. Versuch Nr. 1. 3 und 4. 

Pe'S'uSse wird. wie in Beispiel 1 ar.gegeben. entwassert und in wasserfreiem Aceton '^"^^^ 

Entfernung des Acetons grundlich mit wasserfreiem Acetonitril gewaschen. E,n Volumen sed.men .erte Perlcel Mose wird .n 

!wefv™umin. Acetonit nt =u=pendiert. worin 36pMol Dimethy.aminopyridin. 320 M Mo.Tr,ethylam,n. 160 M Mo. N-Hydroxy 5 

norbornen-2.3-dicarboximid (HONBI pro Milliliter Cellulose gelosts.nd. PHo<n4 , n _ ro M.llil.ter 

Durch portionsweise Zugabe cinor 10%igen Phosgen.dsung in Toluen w,rd ™V n »» e " m "^^^ {) ... 

Cellulose bei Raumtemperatur rmgesetzt. Nach Beendigung der Phosgenzugabe w.rd we.tere 10 M muter gesch utte.t unci 
Reaktion durch Absaugen des Uberstandes uber eine Fritte und Waschen mit wasscrfre-em ^^"^P**^ und drr 
Ein Tail der aktivierten CeHulose wird unmUte.bar mit einer L6sung von H«« m ^"^.^; ' umgesetzt und 
Gehalt an freien Aminogruppen des Tragers nach Antoni et al. (Anal. Biocnem. 129 11983] 60-63> erm.ttelt. 
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Eraebms- 46 M Mol NH r Gruppen/Gramm trockene Perlcellulose. Ein weiter.r Teil d.r aktivierten Cellulose wurde «>£™£" *• 
X; mL uberfuhrt ond dorch hydro.ytische Freisefcung von HONS eine Kopp.ungskapaz.tat von 362uMol -CO-ONB/ 
Hramm trockene Cellulose ermittelt. 

Dur^n Kopplung von l'H]-markiertem Glycin wurde eine Binduncj von 225uMol Glycin pro Gramm trockene Cellulose best.mmt. 



Beisplel „ ... 

Entsprechend Beispiel 50 wurde Perlcellulose aktiviert, s. Tab. 12, Versuch Nr. 2-4. 

ItZgZ ^piel 50 beschriebenen Weise wu rde die Eignung weiterer Phenoie bzw. N-substituierter Hydroxylamine fur die 
Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Trager gezeigt. s. Tab. 13. Versuch Nr. 1 und 2. 



Tabolle 1 ^_ 

Umsetzung von Perlcellulose mtt symmetrischem Carbonat RO-CO-OR 



(R = -Nl 



CO 
CO 



) 



in Aceton (Raumtemperatur. Reaktionszeit: 10 Minuten) 



Nr. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 



9 
10 
11 

12 
13 
14 

15 



Carbonat 
(uMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 

80* 
80 
80 
80 
80 
80 
80 
80 



80 
80 
80 

80 
80 
80 
80 



TEA 

(pMol/ml 

sediment. 

Cellulose) 



40 
160 
66 700 



43 
43 
43 
43 



DMAP 
(uMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 



12 
40 
80 

12 
24 
48 



Pyridin 
(pMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 



40 
160 
9000 



Kopptungskapezitat 
(uMol-COOR/g 
trockene 
Cellulose) 



370 

850-900 
805 

108 
488 
720 
780 



Reaktionstemperatur: 70°C. 5.5 Stunden 



Tabetle 2 

Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



(R = - 



N I 
! * 



/CO 



^0 



) 



mit Perlcellulose unter Einsatz verschiedener supernucleophiler Amine. 

(Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten. SOuMol symmetrischer Kohlensaurediester/ml sediment.erle Cellulose, 40uMol 
sup«rnucteophiles Amin/ml sedimentierter Cellulose. Losungsmittel: Aceton) 



Nr. 


supernucleophiles Amin 


Kopptungskapezitat 
(pMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


Dimethylaminopyndin 


880 


2 


Methylimidazol 


210 


3 


Diazabicyclof2.2.2loctan 


130 


4 


Diazob»cyc!o[5.4.0lundecen 


50 
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7abell©3 

rteaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



<« - -oo 



) 



mil Perlcellulose in Abhangigkeit von der eingesetzten Menge an supernucleophilem Amin (Dimethylaminopyridin) 
(Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, Ldsungsmitt&l: Aceton) 



Nr. 



1 
2 
3 



Kohlensaurediester 
(uMol/mlsedimen- 
tierte Cellulose) 

~80~ 
80 
80 



DMAP 
(uMol/mlsedimen- 

tierte Cellulose) 

V2 
40 
80 



Kopplungskapazitat 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose 

370 
930 
80S 



Tabelle 4 

Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



(R = -N 



) 



mit Perlcellulose in verschiedenen Losungsmitteln (Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, SOuMol Kohlensaurediester/mi 
sedimentierte Cellulose, 40 uMol DMAP/ml sedimentierte Cellulose) 



Nr. 



Losungsmittel 



Kopplungskapazitit 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 



1 
2 
3 
4 



Aceton 
Acetonitril 
Dioxan 
Chloroform 



805-030 
515 
733 
217 



Aktiviemng verschiedener bydroxylgruppenhaltiger Polymere mit symmetrischem Kohlensaurediester 




Nr. 


Matrix 


Kopplungskapazitat 
(uMol-COOR/g trockenes Polymer) 


6 


Perlcellulose (makropords) 


80n-900 


7 


Perlcellulose (mikropords) 


66 


8 


SepharoseCI-4B 


640 


9 


SephadcxG-100 


5 


10 


Fractoge!TSKHW75(F) 


88 


11 


Polyethylenglycol 1500 


213 



TcheHe 6 

Aktivierung von Perlcellulose mit verschiedenen symmetrischen Carbonaten .%„^r«ii..i«« 
(Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Aceton, 80uMol symm. Carbonat/ml sed.ment.erte Cellulose, 
40uMol DMAP/ml sedimentierte Cellulose) 



Nr. 

1 

2 
3 



symm. CarbonaT 

N,N'-Disuccinimidyl- 
N,N'-Diphthalimtdyl- 
p-N0 2 -Phenyl- 



Kopplungskapazitat 
(uMol-COOR/g trockene Cel lulose) 

882 
106 
570 
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Tsbella 7 

Rcaktion von Chlorarreise~saureestern CI-CO-OR 



CO 

(I? = -N' 



) 



mit Perlcellulose 

(Raumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Aceton) 



Nr. 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 



Chlorameisen- 
saureester (mMol/g) 
trockene Cell.) 

2J 
2.1 
2,1 
2,1 
2,1 
2,1 
2,1 



TEA 

(mMol/g 
tr.Cell.) 

3,0 
2.6 

2,6 
2,6 
2,6 



DMAP 

(pMol/g 

tr.Cell.) 



Pyridin 
(uMol/g 
tr.Cell.) 



414 



207 
207 
414 
828 



Kopplungs- 
kapazitat(pMol/g 
tr. Cell.) 

35 
104 

75 
130 
400 
590 
823 



Tabelle 8 ^ ^ 

Umsetzung von Perlcellulose mit Chlorameisensaureestor CI-CO-OR 



- - -CO' 



in Abhangigkeit der eingesewen DMAP-Menge (2.1 mMol CICOONB/g Cellulose. 2.6mMol TEA/g Cellulose. Temperatur: 23T. 
Reaktionszeit: 15 Minuten, Losungsmittel: Aceton) 



Nr. 



DAMP 

(uMol/g trockene Cellulose) 



1 
2 
3 
4 



0 
20,7 
207 
414 



Kopplungskapazitat 
(uMol-COOR/g trocken e Cellulose) 

Is 

150 
333 
590 



Tabelle 9 

ArihangigkcH der Reaktion von Chlorameisensaureester RO-CO-CI 



- - -CO 



mit Perlcellulose vom 
Nr. 



CO 

Eatereinsatz (Temperatur: 5°C, Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungsmittel: Aceton) 

TEA 



1 
2 
3 



Chlorameisen- 
saureester 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 

2/T 
4,2 
8.4 



(mMol/g 

trockene Cellulose) 

Te 

5,2 
10,4 



DMAP 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 

oT 
0,2 
0.2 



Kopplungs- 
kapazitat 
(uMol-COOR/g 
trockene Ce'iuloc^) 

422 
522 
778 



T» bene 10 . 



- - -00' 



(Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 bis 60 Minuten. 2,1 mMol Chlorameisensaureester/g trockenen TrSger. 210uMol DMAP/g 
trockenen Trager. 2.7 mMol Trieth V lamin/g trockenen Trager, Losungsmittel: Aceton Oder Dioxan) 
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• • • 



Nr. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 



Matrix 



Perlcellulose (makropords) 
PerlceMulose (mikropords) 
Cellulosepulver MN 300 
SepharoseCI-4B 
SephadexLH-20 
SpheronPIOOO 
TrisacrylGF-2000 
Toyopearl HW-60 
FractogelTSKHW 75(F) 

Polyvinylalkohol 
Polyethylengtykol 1500 
SHP (Starkehydrolysat) 



2,6 mMol CI-CO-OR; 3,5 mMol TEA; 600 mMoI DMAP 
2 7 mMol O-CO-OR; 3.5 mMol TEA; 275 pMol DMAP 
2'l mMol CI-CO-OR; 2.7 mMol TEA; 1 060 M^ol Pyridin 
0,83 mMol CI-CO-OR; 1 .0 mMol TEA; 80 M Mol DMAP 
2 1 mMol CI-CO-OR; 2.7 mMol TEA; 210 pMol Pyridin 



Kopplu ngskapazitat 
(uMol-COOR/gtrockenerTrager) 



820 
50 
355 
1073 



452 

50 

1365" 

780 

21 ## * 

462* 
44- 



Tab«lle11 

Reaktion von Chlorameisemsaureester CI-CCMJfl 



CO 



> 



UK^MMon. 2.7 mMol Triethylamin/g trockene Cellulose. Losungsm.ttel: Aceton) 



Nr. 

1 
2 
3 
4 



supernucleophiles 
Amin 

Dimethylaminopyridin 

N-Methylimidazol 

Diazabicyclo[2.2.2loctan 

Diazabicyclol5.4.0]undecen 



KopplungskapazitSt 
(MMol-COOR/g trockene Cellulose) 



797 
602 
190 
200 



SS5r!Ig von Perlcellulose durch Reaktion mit Phosgen und N-substituiertem Hydroxy.amin HO-NR, 



(l!0-\^^]^jl = "UNO) 

in Gegenwart von tertiaren Aminen 
(Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten, Losungs 



Nr. 



Phosgen 
(uMo!*) 



1 

2 
3 
4< 



160 
46 
320 
160 



prv> m 



mittel: Acetonitril) 

HONB TEA 
(uMol*) (uMol # ) 



DMAP 
(uMol") 



Kopptungskapazuat 
(uMol-COOR/g trockene 
Cellulose) 



160 
320 
320 
160 



320 
320 
640 
160 



36 
36 
72 
36 



362 
52 
310 
325 



tosungsmittel: CHCIj 



Itt^erung von PerlceHu.ose durch Reaktion mit Phosgen und un.erschied.ichen ^^^'^^ nlmX 
Hvdroxvlaminen (Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten. Ldsungsmittel: Aceton.tr.l. J20uMol Tr.ethy \°™™ ml 
!X^.^^!^Vmo. DMAP/ml sedimen.ierte CC.u.ose. tBOpMol Phosgen und 160 M Mol Phenol bzw. 
N-substituiertes Hydroxylamin/ml sedimentnerte Cellulose) 
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Nr. 



1 
2 
3 



Phenol bzw. N-subst. 
Hydroxylamin 

N-Hydroxysuccinimid 
p-Nitrophenol 
N-Hydroxy-5-norbornen 
2,3-dicarboximid (HONB) 




Bestimmung der Kopp lungskapazitat durchHydrolyse der Trager mit Ammoniaklosung und spektralphotometrische Messung 
des freigesemen Phenols Oder der N-substituierten Hydroxylamina. 



